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^ (54) Titre : LIQUIDES EXTRAPALLEAUX DE MOLLUSQUES, OBTENTION, FORlVfULATION ET UTILISATION 
00 

OO (57) Abstract: The invention relates to a fluid -preparation method comprising the recovery of the fluid that is located between the 
shell and the body of a mollusc. The invention also relates to the liquid obtained using said method and to the use thereof in the 

1^ pharmaceutical field, for example, in order to improve cutaneous healing, to regenerate tissues or to promote osteogenesis or bone 
mineralisation. The invention further relates to compositions, particularly pharmaceutical compositions, medical devices or food 
supplements containing same. 

(57) Abrege : La presente invention concerne un procede de preparation d'un liquide comprenant la recuperation du liquide se 
situant entre la coquille et le corps d'un mollusque, le liquide susceptible d'etre obtenu par ce procede, son utilisation dans le domaine 
pharmaceutique, notamment pour ameliorer la cicatrisation cutanee, pour regenerer les tissus, ou pour favoriser I'osteogenese ou la 
mineralisation osseuse. Elle conceme egalement des compositions, en particulier pharmaceutiques, des dispositifs medicaux ou des 
complements alimentaires le contenant. 
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LIQUIDES EXTRAPALLEAUX DE MOLLUSQUES. OBTENTION, 
FORMULATION ET UTILISATION 

La presente invention concerne un precede d'obtention d'un liquide comprenant 
5 Textraction a partir d'un mollusque du liquide se situant entre la coquille et le corps 
du mollusque, le liquide susceptible d'etre obtenu par ce procede, son utilisation 
dans le domaine pharmaceutique, et notamment pour ameliorer la cicatrisation 
cutanee, pour regenerer les tissus, ou pour favoriser Tosteogenese ou la 
mineralisation osseuse. Elle concerne egalement des compositions, en particulier 
10 pharmaceutiques, des dispositifs medicaux ou des complements alimentalres le 
contenant. 

Dans de nombreux cas de degenerescence des tissus mineralises, la reparation 
tissulaire reste un probleme complexe non encore resolu, notamment a cause de la 
15 difficulte de mettre en oeuvre des materiaux de substitution induisant une 
regeneration. Parmi ces materiaux de substitution induisant une regeneration, la 
nacre a deja montre sa blocompatibilite, sa capacite osteogenique et 
osteoinductrice vis-a-vis des osteoblastes humains [Lopez et al., Tissue & Cell, 
1992 : 667-679 ; Lamghari et aL, J. Bone Miner, Res. 2001 ; 16 : 2232-2237], 

20 

Dans ce cadre, la nacre a permis de proposer des solutions efflcaces dans des cas 
particuliers. Ainsi, des implants fabriques a partir de nacre ont ete proposes pour 
des reparations endo-osseuses. La nacre reduite en poudre a egalement ete 
suggeree comme materiau de comblement ou elle montre alors des proprietes de 
25 biodissolution ; on observe un remplacement progressif par de Tos neoforme 
compact et spongieux suivant la nature de I'os receveur. 
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L'utilisation de la nacre comme biomateriau n'est malheureusement pas toujours 
aisee ou possible dans de nombreux cas, par exemple lors de larges reparations 
locales de tissus degeneres ou de pertes de substances, 

5 II n'existe done pas a ce jour de biomateriau aisement formulable et permettant de 
regenerer les tissus biologiques ou osseux de maniere totalement satisfaisante. 

A ce titre, la dennanderesse vient de mettre au point une technique d'obtention du 
fluide extrapalleal se situant entre la coquille et le corps d'un mollusque par 

10 extraction dudit fluide (ou liquide). La demanderesse vient de mettre en evidence 
que le fluide ainsi obtenu peut conserver ses proprietes auto-organisantes et que 
ces dernieres peuvent etre utilisees, meme dans un contexte externe a Tanimal. En 
outre, ce fluide presente un grand interet Industriel du fait de sa nature physique, 
puisqu'il peut se presenter sous de nombreuses formes, comme par exemple sous 

15 la forme d'un liquide, d'un film, d'un revetement, de fibres ou encore sous la forme 
d'un materiau poreux. Ainsi, 11 peut facilement etre manipule et utilise sous 
difFerentes formes, tout en gardant ses proprietes biologiques. 

La presente invention vise done un precede d'obtentlon d'un fluide extrapalleal 
20 comprenant la recuperation du fluide extrapalleal se situant entre I'interieur de la 
coquille et le corps d'un mollusque, en particulier le manteau dudit mollusque. 

Elle a egalement pour objet le fluide susceptible d'etre obtenu par ce precede et son 
utilisation dans divers domaines. Le fluide obtenu est ainsi pur et pris dans son 
25 integralite, en particulier nen medifie et nen transforme, ulterieurement a la 
recuperation, par un precede modifiant ses qualites intrinseques. II peut etre par la 
suite formule, pour etre en particulier utilise dans une composition pharmaceutique, 
un dispositif medical ou des complements alimentaires. 
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La composition pharmaceutique selon Tinvention est en particulier destinee a 
ameliorer les phenomenes de cicatrisation, a regenerer les tissus, biologiques ou 
osseux, favoriser I'osteogenese ou la mineralisation osseuse. 

5 Chez ranimal, ce liquide participe in situ a la mineralisation de Texosquelette. 
Certains voient une grande unicite des processus de mineralisation developpes par 
la nature, depuis les exosquelettes des mollusques jusqu'a I'endosquelette des 
mammif6res superieurs. Le cliamp d'application de ces bioproduits est done 
potentiellement tres etendu, dans les domaines squelettlques, os et cartilage, dents, 
10 ou tout autre tissu, en particulier la peau et ses phaneres. 

Selon invention, le precede de preparation d'un liquide cemprend done une etape 
de recuperation du fluide extrapalleal se situant entre la coquille et le corps d'un 
mollusque, en particulier le manteau dudit mollusque, ledit fluide ayant ete extrait a 
1 5 partir d'un mollusque, 

Le fluide ainsi recupere correspond a des secretions naturelles du mollusque qui se 
trouvent a la surface externe du manteau des mollusques du cote de la coquille. De 
maniere surprenante, la demanderesse a constate que ce liquide, meme une fois 

20 extrait et done en dehors de son contexte nature!, pouvait etre utilise pour ses 
proprietes regeneratrices et mineralisantes, et promouvoir ainsi la fabrication de la 
coquille (matiere organomineralisee) d'un mollusque, et de fagon plus large se 
substituer a, ou regenerer, des secretions de tout autre tissu connu pour former une 
matrlce extracellulaire. Le liquide presente ainsi I'avantage de regenerer les tissus, 

25 biologiques ou osseux, notamment en stimulant I'activite des cellules qui forment 
lesdits tissus ou en apportant les materiaux de base utiles a ladite regeneration, et 
de favoriser I'osteogenese ou la mineralisation osseuse. 

Par regeneration de tissus, on entend la reconstruction et le renouvellement de tout 
30 tissu ayant subi un dommage ou une alteration (ou tissu lesie). Par mineralisation 
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(mineralisateur ou mineralisant), on entend Taction (capacite) qui consiste a 
apporter des elements mineraux ou qui favorise la fixation des elements mineraux 
sur de la matiere organique. Par especes minerales, on entend les cristaux, les 
atomes, les ions, les molecules contenant des elements « mineraux » et/ou oligo- 
5 elements, par opposition aux elements organlques. Ainsi, la regeneration d'un tissu 
blologique ou osseux consiste generalement a reconstruire ou renouveler en tout ou 
partie le tissu altere, notamment grace aux molecules de structure specifique, aux 
molecules « signal » et aux elements nourriclers organlques et/ou mineraux 
presents dans le liquide obtenu selon {'invention. En outre, aucune intolerance n'a 
10 ete detectee lors de Tappllcation du liquide ainsi extrait et/ou modifie ulterieurement 
sur ou dans un mammifere, 

L'etape de prelevement ou d'extraction du liquide est generalement realisee de la 
maniere suivante, 

15 Le mollusque a partir duquel est extrait le liquide est generalement un mollusque 
mono- ou bl-valve, nacrier ou non, avantageusement nacrier. Les mollusques sont 
en particulier des iiuTtres et plus specif iquement des huTtres du genre Pinctada et 
plus particulierement du genre Pinctada espece margarltifera ou maxima. Les 
huitres peuvent etre aussi choisies parmi celles du genre Ostrea, en particulier de 

20 Tespece edulis, ou encore du genre Crassostrea, en particulier de I'espece gigas. II 
peut s'agir egalement de cephalopodes, comme par exemple le nautile, ou encore 
de gasteropodes, comme par exemple le bigorneau. 

Le mollusque utilise peut provenir d'un elevage aquacole ou terrestre. Le mollusque 
25 peut etre sacrifie avant, pendant ou apres le precede selon I'lnvention. II peut etre 
utilise mort ou vivant. Le mollusque par exemple peut §tre sacrifie avant le precede 
selon rinvention, en prenant garde de conserver au moins partiellement (de 
preference totalement) le liquide a extraire dans la coquille. 

30 Le prelevement du fluide extrapalleal peut etre realise sur des lots de mollusques 
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exclusivement destines a cet usage, sans nuire pour autant a leur integralite. Les 
mollusques peuvent etre eventuellement utilises par la suite, ceux-ci restant saints 
et vivants. 

5 De manlere plus speclfique, le precede ou Tetape d'extraction est une methode non 
invasive. En effet, le liquide se situant entre Tinterieur de la coquille et le corps du 
mollusque, en partlculier le manteau dudit mollusque, correspond a des secretions 
naturelles du mollusque qui se trouvent a la surface externe du manteau des 
mollusques du cote de la coquille et done qui se trouvent a Texterieur du corps du 
10 mollusque proprement dit. 

Afin d'acceder au liquide a extraire, le manteau du mollusque est de preference 
decolle en tout ou partie. Lorsque le mollusque est bi-valve, au moins une des deux 
valves est soulevee de maniere a pouvoir acceder au corps du mollusque, 

1 5 prealablement a ['extraction. 

Le decollement (ou separation) du liquide de la coquille peut etre realise 
manuellement, generalement a I'aide d'un outil approprie (comme par exemple : 
racloir ou spatule souple). Selon une autre methode, eventuellement en 
complement dudit decollement manuel, le decollement du liquide de la coquille est 

20 realise chimiquement. Ainsi, une reaction enzymatique, avantageusement non 
denaturante, et generalement a temperature ambiante, peut aussi etre mise en 
oeuvre de fagon a separer, plus finement, le liquide de la coquille. De preference, 
cette reaction enzymatique est realisee en presence d'au moins une protease, telle 
que par exemple la trypsine. La reaction peut ensuite etre stoppee par une anti- 

25 protease ou par simple dilution. 

Le liquide est alors preleve a la surface de la coquille a Taide d'un instrument 
approprie, notamment a Taide d'une seringue (en partlculier munie d'une aiguille). 
Le liquide preleve est avantageusement sterilise ou decontamine par toute methode 
connue en sol, notamment par filtration, par exemple sur filtre Milllpore® (exemple : 

30 0,20|jm). II peut etre aussi deshydrate, notamment par lyophllisation. Le liquide peut 
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egalement etre congele, de preference juste apres la recuperation ou apres 
filtration, 

Selon une variante du precede, le prelevement peut etre effectue sur des 
5 mollusques vivants, par exemple lorsqu'il s'agit de gros mollusques, comme les 
bivalves nacriers de la famille des Pinctada. 

Cette variante consiste de preference ^ maintenir la coquille du bivalve vivant 
ouverte a I'aide d'un instrument, tel qu'une cale et/ou une pince forceps (ou 
10 ecarteur). L'instrument est de preference choisi de maniere a ne pas blesser 
Tanimal, en particulier 11 est choisi de maniere a ne pas leser de fagon irreversible 
son metabolisme. Le manteau est preferentiellement souleve en tout ou partie pour 
le separer d'au moins de Tune des coquilles. 

Le liquide est alors preleve a la surface de la coquille a I'aide d'un instrument 
15 approprie, tel que notamment racloir ou spatule souple. Avantageusement, un 
racloir (en plastique) est utilise pour recolter le liquide se trouvant entre le manteau 
et la coquille. Alternativement, la recolte du liquide s'opere a I'aide d'une seringue 
generalement munie d'une aiguille, de preference de diametre compris entre 1 mm 
et 5 mm. Bien entendu, tout autre materiel adapte a la recolte du liquide peut etre 
20 envisage. 

Le precede d'obtention du fluide selon Tinvention peut comprendre en outre des 
etapes ulterieures non denaturantes du fluide ainsi recupere, telles que des etapes 
de filtration, de decontamination, de sterilisation, de congelation/decongelation, de 
25 modifications de viscosite, et/ou de mises en formes variees. 

Le liquide obtenu selon la methode decrite ci-dessus peut etre utilise tel que, a I'etat 
pur (pris dans son Integralite), en particulier ii est non modifle et non transforme, 
ulterieurement a la recuperation, par un precede modifiant ses qualites intrinseques 
30 (etapes denaturantes), notamment par un precede de demineralisation. 
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Le liquide obtenu peut etre formule par la suite en fonction de son usage ulterieur, 
Ainsi, Tutilisation ulterieure du liquide peut necesslter un mode de preparation 
adapte, Les experiences conduites avec le liquide ainsi recupere montrent qu'il est 
5 d'un maniement tres souple et qu'il s'adapte tres facilement a toutes sortes de 
contraintes liees a sa mise en oeuvre. II peut ainsi subir plusleurs decongeiations et 
re-congelations sans que ses proprietes biologiques en soient affectees. .11 en est de 
meme pour la lyophilisatlon. Bien entendu, rhomme du metier veillera a ne pas 
modifier les qualites intrinseques du liquide ainsi extrait et evitera done de faire 
10 subir a ce liquide toute operation nuisant a son interet, tel qu'une operation de 
demineralisation. 

II est egalement possible de varier la viscoslte du liquide ainsi obtenu en modifiant 
sa concentration en eau. On peut y incorporer un gelifiant ou tout autre substance 
15 facilitant son utilisation ulterieure, pour le rendre plus ou moins liquide (visqueux). 

Le fluide peut par exemple etre mis sous forme de film ou de revetement. Toute 
methode connue en soi pour mettre sous forme de film ou de revetement un liquide 
peut etre mise en oeuvre. II peut par exemple etre etale sur une surface lisse ou 

20 poreuse ou tout autre support et former un film (caractere filmogene du fluide 
obtenu). Le film ou revetement ainsi forme conserve le caractere regenerant et 
cicatrisant du liquide, II peut constituer ainsi un film biologique organique en 
surface, avec un pouvoir mineralisant. L'epaisseur du film peut varier dans une 
large mesure en fonction de son usage final. Un film epais peut etre par exemple 

25 obtenu avec la triple propriete : (i) etancheite, (ii) structure auto-supportee, (iii) 
apport mineral intrinseque, tout en presentant le caractere regenerant et cicatrisant. 
Ce materiau, constitue par une association Intime entre matiere organique et 
matiere minerale, forme un film sur toute surface et cristallise de fagon polymorphe 
sulvant Tetat et la texture de la surface. Le film ainsi obtenu peut etre utilise sur son 

30 support ou etre retire du support pour un usage ulterieur. 
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Le liquide peut aussi etre utilise ulterieurement sous forme de fibres. Toute methode 
connue en soi pour mettre sous forme de fibres un liquide peut etre mise en oeuvre. 
Ce liquide presente en effet Tavantage d'etre filable dans un domalne large de 
5 viscosites. En particulier, une technique tres simple d'etirement, notamment a Taide 
d'une pince brucelles, permet d'etirer des fibres a partir du liquide. II est possible de 
cette maniere de I'utillser in situ (localement) ou d'une autre manlere, comme 
materlau de comblement poreux, invasif, pour remplir selon le besoin un volume 
donne. Le caractere invasif de ce materiau permet notamment a des materiaux 

10 biologiques, tels que des cellules, d'y penetrer et d'y exercer leurs efPets en 
association avec les proprietes du liquide mis en forme. Le meme materiau peut 
etre utilise pour ponter deux berges tissulaires eloignees. Le meme principe peut 
s'appliquer sur de tr^s gros volumes, notamment par enduction de fibres d'une 
autre nature chlmique (par exemple des fibres de carbone). Les fibres ainsi 

15 enduites presentent un revetement a leur surface comprenant les elements 
constitutifs du liquide selon I'invention et peuvent etre utilisees pour assurer par 
exemple une interface cicatrisante. 

Le fluide peut ainsi se presenter sous differentes formes, incluant liquide, films, 
20 revetements et fibres. Selon la mise en forme desiree, 11 peut egalement se 
presenter sous forme d'un materiau poreux, notamment en utilisant, lors de sa mise 
en forme, un support poreux. Le materiau poreux peut etre un film, un revetement 
ou se presenter sous tout autre forme, tel qu'une forme spherique. 

25 Le fluide selon I'invention comprend generalement un melange des elements 
constitutifs de la matiere vivante, en particulier un melange de proteines, de 
proteoglycanes, de polysaccharides, de lipides et de sels mineraux, ceci est plus 
particulierement le cas pour un mollusque nacrier, avantageusement une huTtre du 
genre Pinctada (generalement prise dans son biotope naturel). La nature et la 

30 quantite de ces elements peuvent varier dans une large mesure, notamment en 
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fonction du mollusque, de son biotope, de la saison du prelevement et des 
conditions du prelevement. 

Pour donner un ordre de grandeur, ces elements ont ete analyses dans un llquide 
5 donne (huTtre adulte du genre Pinctada prise dans son biotope naturel). La 
composition de ce liquide comprend de preference au moins les composes 
suivants : des proteines en quantlte moyenne de 0,5 mg/mL, des proteoglycanes en 
quantite moyenne de 3 mg/mL, des polysaccharides en quantite moyenne de 1,5 
mg/mL, des lipides en quantite moyenne de 1 mg/mL et des sels mineraux en 
10 quantite moyenne de 7,5 mg/mL. 

Une analyse quantitative des oligo-elements presents dans un liquide specifique 
(identlque a celui identifie ci-dessus) selon Tinvention a ete realisee, en particulier 
en mesurant quantitativement les oligo-elements presents par analyse par 

15 activation neutronique (AAN) et spectrometrie de masse couplee a une torche a 
plasma (ICP-MS). La composition de ce liquide (directement obtenu : sans 
deshydratation et modification ulterieure) comprend de preference les oligo- 
elements choisis parmi : S, Mg, La, Zn, Br, Ce, Fe, Mn, CI, Cu, K, Sr, Na et Ca. De 
preference, les quantites de ces oligo-elements sont respectivement les suivantes : 

20 0,02 ; 2 ; 0,28 ; 0,4 ; 1,78 ; 5,5 ; 13,6 ; 50 ; 296 ; 143 ; 582 ; 1000 ; 5420 (exprimes 
en jig/g) et 38,8 (exprimes en M-g/IOOg). 

Une analyse quantitative des acides amines presents sous forme libre ou lie dans 
un fluide selon Tinvention a ete realisee, en particulier en mesurant quantitativement 
25 les acides amines presents par I'analyseur d'acides amines Beckmann 6300 
utilisant la metliode classique a la ninhydrine. Le resultat de cette analyse est 
donne a la figure 1 (% en poids d'acides amines par rapport au poids total d'acides 
amines). 

30 La presente invention a aussi pour objet le fluide susceptible d'etre obtenu par le 
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procede tel que decrit-avant. Le liquide (ou fluide) peut etre non seulement le liquide 
obtenu directement apres I'etape de recuperation decrite ci-dessus, mais aussi celui 
obtenu apres des etapes ulterieures non denaturantes, telles que des etapes de 
filtration, de decx^ntamination, de sterilisation, de congelation/decongelation, de 
5 modifications de viscosite, et/ou de mises en formes variees, telles que notamment 
celles identifiees ci-dessus. 

Plus particulierement, le fluide selon Tinvention est utilise a titre de medicament 

10 La presente invention a egalement pour objet une composition, en partlculier 
piiarmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend le fluide tel que defini ci- 
dessus, en particulier en association avec un excipient pharmaceutiquement 
acceptable. 

15 Le liquide utilise a titre de medicament ou dans la composition detaillee ci-dessous 
peut etre celui obtenu directement apres Tetape de recuperation decrite ci-dessus, 
mais aussi celui obtenu apres des etapes ulterieures de filtration, de 
decontamination, de sterilisation, de congelation/decongelation, de modifications de 
viscosite, et/ou de mises en formes variees, telles que notamment celles identifiees 

20 ci-dessus. 

L'administration de la composition pharmaceutique ou du medicament selon 
Tinvention peut etre effectuee par voie topique, enterale ou parenterale. De 
preference, la composition pharmaceutique est conditionnee sous une forme 
25 convenant a une application par voie topique, c'est a dire appliquee In situ a 
I'endroit oCi le tissu est lese. 

Par voie enterale, la composition pharmaceutique peut se presenter sous forme de 
comprimes, de gelules, de dragees, de sirops, de suspensions, de solutions, de 
30 poudres, de granules, d'emulsions, de microspheres ou nano-spheres ou vesicules 



wo 2005/077388 



PCT/FR2005/000344 



11 



lipidiques ou polymeriques permettant une liberation controlee. Par voie 
parenterale, la composition peut se presenter sous forme de solutions ou 
suspensions pour perfusion ou pour injection. 

5 Selon un mode particulier de Tinvention, la composition pliarmaceutique est 
destinee a un usage local sur ou dans le tissu lese. Ainsi, le support 
pharmaceutiquement acceptable est en particulier un exclpient approprie a une 
application topique. 

Par voie topique, la composition pharmaceutlque selon I'invention est plus 
10 particulierement destinee au traitement des tissus mentionnes ci-dessus, en 
particulier au traitement de la peau et des os d'un mammifere, en particulier 
humain, Elle peut se presenter sous forme d'onguents, de cremes, de laits, de 
pommades, de poudres, de tampons imbibes, de solutions, de gels, de sprays, de 
lotions ou de suspensions. Elle peut egalement se presenter sous forme de 
15 microsplieres ou nano-spheres ou vesicules lipidiques ou polymeriques ou de 
patches polymeriques et d'hydrogels permettant une liberation controlee. Cette 
composition par voie topique peut se presenter sous forme anhydre, sous forme 
aqueuse ou sous la forme d'une emulsion (emulsion eau/huile, huile/eau ou 
emulsion multiple). 

20 

Le liquide selon invention est utilise, de preference par voie topique, a une 
concentration generalement comprise entre 0,02 % et 20 % en poids, de preference 
entre 0,25 et 10 % en poids, et avantageusement entre 0,5 et 5 %, par rapport au 
poids total de la composition. 

25 

En particulier, la composition tlierapeutique selon I'invention est caracterisee en ce 
qu'elle contient, en association avec des excipients inertes, une quantite 
therapeutiquement efficace du liquide selon Tinvention, notamment pour ameliorer 
la cicatrisation cutanee, pour regenerer les tissus, ou pour favoriser I'osteogenese 
30 ou la mineralisation osseuse. Les tissus comprennent les tissus mous ou 
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squelettiques, incluant en particulier le squelette, les os, le cartilage, les dents, ou 
tout autre tissu, en particulier la peau et ses phaneres. La composition selon 
Tinvention permet de traiter en particulier les desordres osseux, cartilagineux ou 
dentaires. 

5 

L'invention reside egalement dans une methode pour ameliorer la cicatrisation 
cutanee, pour regenerer les tissus, notamment ceux identifies ci-dessus, ou pour 
favoriser Tosteogenese ou la mineralisation osseuse, comprenant Tadministration a 
des sujets necessitant d'un tel traitement d'une quantite therapeutiquement efflcace 
10 du liqulde tel que defini precedemment. 

Dans le contexte de l'invention, le terme « traitement » designe le traitement 
preventif, curatif, palliatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de la 
douleur, amelioration de ia qualite de vie, ralentissement de la progression du 
15 desordre, du traumatisme ou de la maladie), etc. 

La methode ou le traitement peut en outre etre realise en combinaison avec 
d'autres ingredients ou traitements, tels que notamment d'autres composes actifs 
pour ameliorer la cicatrisation cutanee, pour regenerer les tissus, ou pour favoriser 
20 I'osteogenese ou la mineralisation osseuse. 

Les compositions pharmaceutiques ou medicaments selon Tinvention peuvent 
comprendre en outre au moins un autre ingredient therapeutiquement actif, pour 
une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps. 

25 

Les compositions pharmaceutiques ou medicaments selon ('invention comprennent 
avantageusement un ou plusieurs excipients ou vehlcules inertes, c'est a dire 
pharmaceutiquement inactifs et non toxiques. On peut citer par exemple des 
solutions salines, physiologiques, isotoniques, tamponnees, etc., compatibles avec 
30 un usage pharmaceutique et connues de I'homme du metier. Les compositions 
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peuvent contenir un ou plusieurs agents ou vehicules choisis parmi les dispersants, 
solubilisants, stabilisants, conservateurs, etc. Des agents ou vehicules utilisables 
dans des formulations (liquides et/ou injectables et/ou solides) sont notamment la 
methylcellulose, rhydroxymethylcellulose, la carboxymethylcellulose, les 
5 cylclodextrines, le polysorbate 80, le mannitol, la gelatine, le lactose, des huiles 
vegetales ou animales, Tacacia, etc, Les compositions peuvent etre formulees sous 
forme de suspension injectable, de gels, huiles, comprimes, suppositoires, poudres, 
gelules, capsules, etc., eventuellement au moyen de formes galeniques ou de 
dispositifs assurant une liberation prolongee et/ou retardee. Pour ce type de 
10 formulation, on utilise avantageusement au moins un agent tel que la cellulose, des 
carbonates ou des amidons. 

Les compositions telles que decrites precedemment peuvent bien entendu en outre 
contenir des additifs pharmacodynamiquement actifs ou une combinaison de ces 
15 additifs, et notamment : des agents mouillants, des emollients, des agents 
hydratants, comme le glycerol, le PEG 400 ou bien encore Turee. 

Ces compositions peuvent egalement contenir des agents d'amelioration de la 
saveur, des agents conservateurs tels que les esters de Tacide 
20 parahydroxybenzoTque, les agents stabilisants, des agents regulateurs d'humldite, 
des agents regulateurs de pH, des agents modificateurs de pression osmotique, 
des agents emulsionnants, des antloxydants, tels que I'a-tocopherol, le 
butylhydroxyanisole ou le butylhydroxytoluene. 

25 Bien entendu, I'homme du metier veiliera a choisir le ou les eventuels composes a 
ajouter a ces compositions de telle maniere que les proprietes avantageuses 
attachees intrinsequement a la presente invention ne soient pas ou 
substantlellement pas alterees par Taddition envlsagee. 

30 L'administration peut etre realisee par toute methode connue de Thomme du metier, 
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notamment par voie orale, topique ou par injection, typiquement par vole intra- 
peritoneale, intra-cerebrale, intra-thecale, intra-veineuse, intra-arterielle ou intra- 
musculaire. L'adnnlnistration par voie topique ou orale est preferee. S'agissant d'un 
traitement a long terme et non topique, la vole d'administration preferee sera 
5 sublinguale, orale ou transcutanee. 

Pour les injections, les composes sent generalement conditionnes sous forme de 
suspensions liquides, qui peuvent §tre injectees au moyen de seringues ou de 
perfusions, par exemple. II est entendu que le debit et/ou la dose Injectee, ou de 

10 maniere generate la dose a administrer, peuvent etre adaptes par Thomme du 
metier en fonction du sujet a traiter, du desordre, du mode d'administration, etc., II 
est entendu que des administrations repetees peuvent etre realisees, 
eventuellement en comblnaison avec d'autres ingredients actifs ou tout vehicule 
acceptable sur le plan pharmaceutique (tampons, solutions saline, isotonique, en 

15 presence d'agents stabilisants, etc.). 

Selon un aspect particulier, Tinvention concerne un dispositif, plus speciflquement 
adapte a une injection sous-cutanee ou percutanee, comprenant le liquide tel que 
defini ci-avant et un excipient ou support physiologiquement acceptable. Ce 
20 dispositif peut notamment etre sous forme de seringues ou de perfusions. 

Selon une variante, le dispositif medical de la presente invention peut etre destine a 
etre implante dans ou sur le corps d'un mammifere, le liquide tel que defini ci-avant 
pouvant se situer a I'interieur d'une membrane adaptee a cette usage. 

25 Selon un autre aspect particulier, I'invention concerne un complement alimentaire 
comprenant le liquide tel que defini ci-avant. Ce complement alimentaire est en 
particulier destine a ameliorer la cicatrisation cutanee, a regenerer les tissus, ou a 
favoriser I'osteogenese ou la mineralisation des os ou de la denture. 

30 L'invention est utilisable chez les mammiferes, en particulier chez I'etre humain. 
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D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaTtront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratlfs et non llmltatifs. 

EXEMPLES 

Exemple 1 . Recuperation du liauide k oartir d'un animal sacrifie 
Le mollusque est sacrifie de maniere d ce que le liquide reste dans la coquille. On 
d6colle avec precaution le manteau ; on utilise ensuite une reaction enzymatique 
pour d§coller completement le liquide de la coquille. La reaction est ensuite stoppee 
par une anti-prot6ase. Le liquide est ensuite preleve a la surface de la coquille. 
Aussitot preleve, le liquide peut §tre congele. II peut §tre sterilise par filtration sur 
millipore 0, aOpm et etre lyophilise tout en conservant ses propri6t6s. 

Exemple 2. Recuoeration du liauide a oartir d'un animal vivant 
Une huTtre de respece de Pinctada margaritlfera est entre-ouverte grace a un 
ecarteur suivant les pratiques bien connues de I'homme de I'art en perliculture. 
L'eau en exces encore presente est evacuee. L'animal est dispose de fagon 
horizontale. Le manteau est delicatement separe de la coquille inferieure a I'alde 
d'une pince, puis le liquide est preleve a I'aide d'une seringue, par exemple. 

Pour le groupe 1 : taille moyenne: 77mm epaisseur moyenne : 26,12mm, on 
obtlent 200 a 300 pL de liquide prelev6. 

Pour le groupe 2 : taille moyenne: 85,2mm epaisseur moyenne : 25,6mm, on 
obtlent 300 d 500 pL de liquide preleve. 

Pour le groupe 3 : taille moyenne: 104mm 6paisseur moyenne : 36,9mm, on 
obtient 500 ^ 800 pL de liquide prelevi. 
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Pour le groupe 4 : taille moyenne: 108,6mm epaisseur moyenne : 36mm, on 
obtient 800 a 1000 [jL de liquide preleve. 

Le liquide est : 
5 - filtre 

- lyophilise 

- quelques semaines plus tard, le liquide est reforme avec de Teau sterile 

- il est etale sous forme de film epais. 

10 

Exemple 3. Recuperation du liquide a partir d'un mollusque non nacrier 
Une huTtre de Tespece Ostrea edulis est sacrifiee, Sa coquille est ouverte par 
cisaillement du muscle sans separer les valves (par exemple a 60** Tune de Tautre). 
L'huTtre est fixee et le manteau est decolle. De cette maniere, il est possible de 
15 recolter le liquide de la premiere valve. Uanimal est ensuite retourne pour operer 
sur Tautre face. Dans ce cas, une quantite de 50 a lOOpI par valve est obtenue. 
Le liquide recolte sur une population d'une vingtaine d'animaux subit un 
conditionnement similaire a celui de I'exemple 2, 

20 Le liquide est : 

- filtre 

- lyophilise 

- quelques semaines plus tard, le liquide est reforme avec de Teau sterile 

- il est etale sous forme de film epais 

25 

On constate que le liquide se reconstitue meme apres lyophilisation, qu'll forme un 
film sur un support de polypropylene. Ce film se solidifie par auto-organisation et 
auto-cicatrisation. 

L'examen au microscope optique montre qu'il est compose d'une fraction organique 
30 et d'une fraction minerale. 
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REVENDICATIONS 

5 

1. Procede d'obtention d'un fluide extrapalleal, caracterise en ce qu'il comprend la 
recuperation du fluide extrapalleal se situant entre la coquille et le corps d'un 
mollusque, en particulier le manteau dudit mollusque. 

10 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le mollusque a partir 
duquel est recupere le fluide est un mollusque bivalve, avantageusement nacrier. 

3- Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que le mollusque est choisi 
parmi des huTtres et plus specifiquement des huTtres du genre Pinctada et plus 
15 particulierement de Tespece margaritifera ou maxima, du genre Ostrea, en 
particulier de Tespece edulis, ou du genre Crassostrea, en particulier de Tespece 
gigas, 

4. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le mollusque a partir 
20 duquel est recupere le fluide est un cephalopode, comme par exemple le nautile, ou 

encore un gasteropode, comme par exemple le bigorneau. 

5. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que, 
prealablement a la recuperation, le manteau du mollusque est decolle en tout ou 

25 partie. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que, 
prealablement a la recuperation, lorsque le mollusque est bi-valve, au molns une 
des deux valves est soulevee de maniere a pouvoir acceder au corps du mollusque. 



30 
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7. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que, 
prealablement a la recuperation, le decollement du fluide extrapalleal de la coquille 
est realise manuellement, generalement a I'aide d'un outil approprie. 

5 8. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
fluide extrapalleal est recupere a la surface de la coquille a Taide d'un instrument 
approprie, tel que notamment racloir, spatule ou seringue. 

9. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
10 comprend en outre des etapes non denaturantes du fluide ainsi recupere, en 
particulier une ou des etapes de filtration, de decontamination, de sterilisation, de 
congelation/decongelatlon, de modifications de viscoslte, et/ou de mises en formes 
variees. 

15 10. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
fluide recupere est sterilise ou decontamine. 

11. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
fluide recupere est deshydrate, notamment par lyophilisation. 

20 

12. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
fluide recupere est congele, de preference juste apres la recuperation ou apres 
filtration. 

25 13. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce que le fluide recupere est mis sous forme de film ou de revetement. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que le fluide recupere est mis sous forme de fibres. 
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15. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que le fluide recupere est mis sous forme d'un materlau poreux. 

16. Fluide susceptible d'etre obtenu par le procede tel que defini dans Tune 
5 quelconque des revendications precedentes. 

17. Composition pharmaceutique, caracterisee . en ce qu'elle comprend le fluide 
defini dans la revendication precedente et un excipient pliarmaceutiquement 
acceptable. 

10 

18. Composition selon la revendication precedente, destinee a ameliorer la 
cicatrisation cutanee, a regenerer les tissus mous ou squelettiques, ou a favoriser 
I'osteogenese ou la mineralisation osseuse. 

15 19. Composition selon la revendication 17, destinee au traitement des desordres 
osseux, cartilagineux ou dentaires. 

20. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications precedentes 17 a 

19. caracterisee en ce que le support pharmaceutiquement acceptable est un 
20 excipient approprie a une application topique, enterale ou parenterale. 

21. Composition selon la revendication precedente, caracterisee en ce que le 
support pharmaceutiquement acceptable est un excipient approprie a une 
application topique. 

25 

22. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes 17 a 21, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un autre ingredient 
therapeutiquement actif pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps. 

30 
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23, Fluide selon la revendication 16, a titre de medicament 

24- Dispositif comprenant le fluide tel que defini dans (a revendication 16 et un 
excipient ou support physlologiquement acceptable. 

5 

25. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que sa forme est 
adaptee a une injection sous-cutanee ou percutanee, en particulier sous, forme de 
seringue ou de perfusion. 

10 26. Dispositif selon la revendication 24, caracterise en ce que le fluide est a 
rinterieur d'une membrane. 

27. Complement alimentaire comprenant le fluide tel que defini a la revendication 
16. 
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